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摘   要：建立用固相萃取 - 反相高效液相色谱法同时检测水产品中 6 种喹诺酮药物残留量的方法。通过对提取方法
和 C 18 固相萃取柱净化条件、色谱条件选择与优化、洗脱液浓度和用量的选择方面的研究，确定采用高效液相色
谱分离、荧光检测器检测、外标法定量的分析方法。本方法对环丙沙星、恩诺沙星、氧氟沙星、诺氟沙星、噁
喹酸、氟甲喹标准曲线的线性回归系数均在 0.99 以上，线性范围为 0.02～2.0μg/mL。以 3 倍信噪比RSN 计算，环
丙沙星、恩诺沙星、诺氟沙星、氧氟沙星检出限为 2μg/kg，噁喹酸、氟甲喹检出限为 5μg/kg；以 10 倍信噪比
RS N 计算，环丙沙星、恩诺沙星、氧氟沙星、诺氟沙星的定量下限为 5μg /kg；噁喹酸、氟甲喹的定量下限为
10μg/kg。在南美白对虾、罗非鱼、鳗鱼、斑点叉尾鮰中进行这 6 种喹诺酮类药物加标回收率的验证实验，实验
结果满意，回收率在 78.8%～92.9% 之间；相对标准偏差为 2.97%～7.10%。说明本方法简单、灵敏，结果可靠，
可用于水产品中环丙沙星、恩诺沙星、氧氟沙星、诺氟沙星、噁喹酸、氟甲喹的同时检测。
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High Performance Liquid Chromatographic Method for Simultaneous Determination of Six Quinolone Residues in
Aquatic Products
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Abstract ：A solid-phase extraction followed by reversed-phase high performance liquid chromatographic (SPE-RP-HPLC)
method was presented for the simultaneous determination of 6 quinolone residues (enrofloxacin, ciprofloxacin, norfloxacin,
ofloxacin, oxolinic acid and flumequine) in aquatic products. Sample extraction, cleanup on a C18 cartilage column and
chromatographic separation were investigated. A RP-HPLC system equipped with fluorescence detector (λex = 280 nm, λem =
480 nm) was used for analyzing 6 quinolones, and their quantification was achieved by external standard method. Six quinolones
exhibited good linearity within the range of 0.02－2.0 μg/mL and the regression coefficients were all over 0.99. The developed
method showed limits of detection of 2 μg/kg for ciprofloxacin, enrofloxacin, norfloxacin, ofloxacin and 5 μg/kg for oxolinic acid
and flumequine (RSN = 3), and limits of quantification of 5 μg/kg for ciprofloxacin, enrofloxacin, norfloxacin, ofloxacin and
10μg/kg for oxolinic acid and flumequine (RSN = 10). Satisfying results were obtained in spike recovery experiments and average
spike recoveries of 5 replicates at three levels were within the range of 78.8%－92.9%, with RSD range of 2.97%－7.10%. This
method, thanks to its simplicity, sensitivity and reliability, has good suitability for the simultaneous determination of 6
quinolone residues in aquatic products.
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喹酸、氟甲喹    德国 Dr 公司；乙腈、正己烷(均为色
谱纯)     美国 Ted ia 公司；四丁基溴化铵、无水硫酸
钠、磷酸、氢氧化钠(均为分析纯)；超纯水    Milli-Q
系统制备；氨水(纯度 25%)。
Waters Breeze 液相色谱仪(配有 Waters2475 型荧光
检测器和 Empower 色谱工作站)    美国 Waters 公司；
FA25 型均浆机    Fluko 公司；MS2 型旋涡混合器、数
控超声波清洗器    昆山市超声仪器有限公司；PL203 型
电子分析天平、RAB204-E 型电子分析天平、320-S 型
pH 计    Mettler Toledo 公司；Milli-Q 超纯水器    美国
Mill ipore 公司；B ond Elut  C 18 固相萃取柱(填料量







准确称取噁喹酸、氟甲喹标准品 10.0mg，用 0.1mol/L 氢





色谱柱为 Zorbax Elipse XDB-C18(4.6mm × 150mm，
5μm)；柱温为 35℃；流动相为四丁基溴化铵(pH3.0)水溶
液 - 乙腈体系(梯度洗脱程序见表 1)；流速为 0.9mL/min；
18.5min 前激发波长 280nm、发射波长 480nm；18.5min
后激发波长 325nm、发射波长 365nm。
时间 /min 0 14.0 15.0 24.0 25.0 30.0
0.01mol/L 四丁基溴化铵
(pH3.0)- 乙腈(94:6，V/V)/%
100 100 60 60 100 100
乙腈 /% 0 0 40 40 0 0
表1   HPLC 梯度洗脱程序流动相体积配比
Table 1   Mobile phase gradient program for HPLC analysis of 6
quino lones
1.4 样品前处理
称取匀质样品约 5g(精确至 0.01g)于 50mL 塑料离心
管。加 20mL 酸化乙腈提取溶剂，加入 10g 无水硫酸钠，




摇器上 150r/min 剧烈振荡 20min，静置分层。下层乙腈
转移至梨形瓶中，40℃水浴减压蒸发至干。将 C 18 固相
萃取柱用 3mL 甲醇、3mL 水、3mL 0.05mol/L 磷酸盐缓
冲液(pH7.4)预淋洗活化。用 4mL 0.05mol/L 磷酸盐缓冲
液(pH7.4)溶解梨形瓶中的残渣，转移提取液至 C18 固相
萃取柱上，重复两次，过柱，3 m L 水洗涤，弃去，
5mL 25% 氨水 - 甲醇(25:75，V/V )洗脱。洗脱液于 50℃
条件下 N 2 吹干，1mL 流动相定容，过 0.22μm 微孔滤
quinolones ；multi-residue determination；aquatic products
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用梯度洗脱程序，这 6 种 QNs 在 24min 内被洗脱且分离
良好，基线平稳，峰型尖锐，总体响应较高。
pH 值对保留时间和分离效果影响较大，考察了 6种
药物在 pH2.0～5.0 范围内的分离情况。在 pH3.0 时，分
离效果最好；在 pH2.0～4.0范围内 6种喹诺酮类药物都能




图1   6种喹诺酮类药物标准品色谱图(质量浓度0.1μg/mL，
进样量10μL)































































胶为固定相的 Zorbax Elipse XDB-C18 色谱柱，它能有效
分离检测的 6 种 Q N s，且耐酸性好，抗干扰能力强，
重复性好。氧氟沙星、诺氟沙星、恩诺沙星、环丙














C18 柱和一些聚合材料填充的离子交换 SPE 柱。这些柱




对 6 种 QNs 的提取效率和对基质的净化作用。结果表







高，6 种 QN s 的回收率逐渐提高。当用 25% 氨水 - 甲
醇(25:75，V/V)洗脱时，这 6 种 QNs 的回收率在 70%～
110% 之间。因此选用洗脱液浓度比例为 25:75 的氨化甲
醇作为最终洗脱液。为了能够较充分地将 QN s 洗脱下




检出限 / 定量下限 /
药物 (μg/kg) (μg/kg)
恩诺沙星 Y = 3.99 × 106X + 3.33 × 105 0.9907 2 5
环丙沙星 Y = 3.26 × 106X － 1.99 × 104 0.9974 2 5
诺氟沙星 Y = 4.71 × 106X + 6.16 × 103 0.9968 2 5
氧氟沙星 Y = 3.26 × 106X + 3.29 × 103 0.9989 2 5
噁喹酸 Y = 2.22 × 106X + 2.89 × 105 0.9913 5 10
氟甲喹 Y = 9.23 × 105X + 8.09 × 105 0.9944 5 10
表2   喹诺酮类药物回归分析、检出限、定量下限
Table 2   Regression equations, correalation coefficients and limits
of detection and quantification of 6 quinolones
2.5 标准曲线、线性范围、检出限和定量下限
在上述最佳色谱条件下检测一系列的 QNs 混合标准





以 10 倍信噪比(R SN)计算，环丙沙星、恩诺沙星、诺氟
沙星、氧氟沙星定量下限为 5μg / k g，噁喹酸、氟甲




QNs(每个浓度平行测定 5 次)的平均回收率为 73.3%～
94.1%，相对标准偏差为 2.37%～6.39%(表 3 和图 2)，表
明该方法稳定性强、重现性好，能满足我国对水产品
中 6 种 QNs 残留检测的要求。
             环丙沙星              恩诺沙星                 诺氟沙星              氧氟沙星                噁喹酸               氟甲喹
加标水平 /(μg/kg)
回收率 /% RSD/% 回收率 /% RSD/% 回收率 /% RSD/% 回收率 /% RSD/% 回收率 /% RSD/% 回收率 /% RSD/%
5 73.3 4.93 79.2 4.67 81.5 4.67 82.0 5.80 86.3 4.21 85.2 4.61
50 83.6 6.39 85.3 4.02 86.1 5.47 90.6 5.00 92.9 4.08 88.2 5.08
100 83.5 3.88 90.2 2.37 89.2 2.83 91.0 2.48 94.1 2.43 90.4 2.44
表3   罗非鱼中6种喹诺酮药物的添加回收率(n = 5)
Table 3   Spike recoveries of 6 quinolones in tilapia (n = 5)
3 结  论
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a
a .空白；b . 罗非鱼肉。
图2   空白及加标罗非鱼肉组织色谱图



































































标水平为 50μg/kg(表 4)。结果表明，6 种 QNs 平均回
收率在 78.8%～92.9% 之间，相对标准偏差在 2.97%～
喹诺酮 加标水平/             南美白对虾                 罗非鱼                    鳗鱼                   斑点叉尾鮰
类药物 (μg/kg) 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/%
恩诺沙星 5 0 8 9 . 6 3 . 6 8 8 5 . 3 4 . 0 2 8 5 . 5 5 . 3 3 8 6 . 0 5 . 1 1
环丙沙星 5 0 8 1 . 3 4 . 2 5 8 3 . 6 6 . 3 9 7 8 . 8 7 . 1 0 8 1 . 4 5 . 7 9
氧氟沙星 5 0 8 8 . 9 3 . 4 6 9 0 . 6 5 . 0 0 8 5 . 4 4 . 4 1 8 8 . 6 3 . 0 1
诺氟沙星 5 0 8 7 . 7 4 . 3 5 8 6 . 1 5 . 4 7 8 5 . 0 3 . 6 6 8 5 . 1 3 . 3 4
噁喹酸 5 0 9 1 . 0 2 . 9 7 9 2 . 9 4 . 0 8 8 7 . 8 4 . 7 8 9 0 . 6 3 . 1 2
氟甲喹 5 0 8 8 . 0 4 . 5 8 8 8 . 2 5 . 0 8 8 6 . 8 5 . 4 0 8 8 . 5 4 . 0 0
表4   不同水产品中6种喹诺酮药物的添加回收率(n = 5)
Table 4   Spike recoveries of 6 quinolones in whiteleg shrimp,
tilapia, eel and channel catfish (n = 5)
7.10% 之间，定量限水平的药物峰在样品中信噪比均
大于 1 0 。
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